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RESUMO

O feijoeiro-comum é suscetivel ao mofo branco, doenga causada por Sclerotinia
sclerotiorum e que resulta em redugdo da produtividade devido a morte das
sementes e das plantulas, além de poder originar plantas infectadas. O seu controle
envolve uma série de medidas integradas, incluindo o tratamento de sementes. A
pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento sementes de feijdo com
os 6leos essenciais (OE) de cravo—da—india e pimenta—preta (Capitulo I) e com os
antagonistas Clonostachys résea e Trichoderma spp. (Capitulo Il) sobre a incidéncia
de S. sclerotiorum nas sementes e a qualidade fisiologica das sementes tratadas. No
primeiro capitulo, inicialmente, os OE foram adicionados ao meio de cultura BDA
para verificar o seu efeito in vitro sobre o desenvolvimento fungico. BDA + fungicida
tiofanato metilico + fluazinam e BDA puro constituiram os tratamentos testemunhas.
O OE de cravo-da-india promoveu 100% de inibicdo no crescimento fungico, com
desempenho igual ao do fungicida. O OE de pimenta-preta apresentou potencial de
controle in vitro, porém com menor eficiéncia. Em seguida, as sementes foram
tratadas com os OEs, para avaliar seus efeitos na qualidade sanitaria e fisioldgica
das sementes. Sementes tratadas com tiofanato metilico + fluazinam (750 ppm),
sementes ndo inoculadas e sementes inoculadas, ambas sem tratamento, foram
incluidas no experimento. A sanidade foi avaliada pelo método do papel filtro. Ndo
houve incidéncia do patdgeno nas sementes tratadas com OE e fungicida. Para
avaliar a qualidade fisioldgica, foram realizados testes de germinagdo de vigor
(primeira contagem de germinacédo - PCG). Para avaliar o efeito do tratamento de
sementes no desevolvimento das plantulas, o indice de velocidade de emergéncia
(IVE) em substrato e o comprimento e massa fresca e seca da parte aérea e
radicular das plantulas foram avaliados em casa-de-vegetagdo. Nao houve diferenca
entre as sementes inoculadas e n&o inoculadas, ambas sem tratamento, para todas
as variaveis estudadas. Com excegado do OE de cravo a 0,75%, que interferiu
negativamente na PCG e germinacgao, os demais tratamentos nao tiverem efeito no
potencial fisiologico das sementes. Com relagdo aos testes conduzidos em
substrato, o OE de cravo-da-india mostrou-se fitoxico nas concentragcdes avaliadas,
impedindo a germinagdo das sementes. O OE de pimenta-preta interferiu

negativamente no IVE, mas a concentragdo de 0,75%, proporcionou



desenvolvimento de pléantulas satisfatorio. No segundo capitulo, o experimento de
biocontrole foi iniciado por uma etapa in vitro, para avaliar a agdo dos antagonistas
sobre S. sclerotiorum. Os dois antagonistas tiveram efeito inibitério sobre o
patdogeno, com maior agao supressora de C. rosea. Em seguida, foi feito o
tratamento de sementes com os antagonistas e o fungicida tiofanato metilico +
fluazinam. Sementes inoculadas e ndo inoculadas, ambas sem tratamento, foram
incluidas no experimento. Foram analisadas a sanidade e a qualidade fisiolégica das
sementes conforme descrito para os experimentos de OE. Os antagonistas nao
controlaram o patdégeno nas sementes. De maneira geral, o tratamento biolégico n&o
interferiu na qualidade fisiologica das sementes e no desenvolvimento das pléantulas.
O OE de pimenta-preta mostrou potencial de uso no tratamento de sementes para
controle de S. sclerotiorum, porém, mais estudos sao necessarios para melhorar a
eficiéncia do tratamento no que diz respeito a qualidade fisiolégica. Com relagéo ao
tratamento biolégico, apesar do efeito inibitério in vitro, os antagonistas nao
controlaram o patégeno nas sementes, sugerindo a necessidade de ajustes na

aplicacao do tratamento.

Palavras-chave: Controle alternativo; controle biolégico; mofo branco do feijoeiro;

Clonostachys rosea; Trichoderma spp.; patologia de sementes.



ABSTRACT

Common bean is susceptible to white mold disease, which is caused by Sclerotinia
sclerotiorum. White mold results in reduced yield due to seeds and seedlings death,
besides originating infected plants. This disease control involves a series of
integrated measures, including seed treatment. This research aimed to evaluate the
effect of bean seeds treatment with clove and black pepper essential oils (EOs)
(Chapter 1), as well as Clonostachys rosea e Trichoderma spp. antagonists (Chapter
Il) on S. sclerotiorum incidence in the seeds and on their physiological quality. In the
first chapter, EOs were added to the PDA culture medium to verify their in vitro effect
on fungal development. PDA with thiophanate methyl + fluazinam fungicide and pure
PDA constituted the control treatments. Clove EO inhibited 100% of fungal growth,
which was similar to the fungicide performance. Black pepper EO showed in vitro
control potential, but with lower efficiency. Then, the seeds were treated with EOs in
order to evaluate their effects on the seeds sanitary and physiological qualities.
Seeds treated with thiophanate methyl + fluazinam (750 ppm), untreated
uninoculated seeds and untreated inoculated seeds were included in the experiment.
Seed sanitary quality was evaluated with blotter test. There was no pathogen
incidence in the seeds treated with EO and fungicide. Aiming to evaluate the seed
physiological quality, germination and vigor (first germination count - PCG) tests were
carried out. In order to evaluate the seed treatments effect on seedling development,
emergence speed index (IVE), root and shoot length, as well as root and shoot fresh
and dry mass were studied in greenhouse experiments There was no difference
between untreated inoculated and untreated uninoculated seeds for all variables
studied. Except for clove EO at 0.75%, which negatively interfered with PCG and
germination, the other treatments had no effect on the seeds physiological quality.
Regarding the tests carried out in substrate, clove EO proved to be phytotoxic at the
concentrations evaluated, preventing seed germination. Black pepper EO had a
negative effect on the IVE, however, at a concentration of 0.75%, it provided
satisfactory seedling development. In the second chapter, the biocontrol experiment
started with an in vitro phase, in order to evaluate the antagonists action on S.
sclerotiorum development. Both antagonists had an inhibitory effect on the pathogen,
on which C. rosea presented a higher suppressive action. Then, the seeds were



treated with antagonists and thiophanate methyl + fluazinam fungicide. Untreated
inoculated and untreated uninoculated seeds were included in the experiment. Seeds
sanitary and physiological qualities were evaluated as previously described. The
antagonists did not control the pathogen in the seeds. In general, the biological
treatment did not interfere either seeds physiological quality or in the seedlings
development. Black pepper EO showed promising use for seed treatment to control
S. sclerotiorum. However, more studies are needed to improve this treatment
efficiency regarding the physiological quality. Concerning the biological treatment,
despite the antagonists in vitro inhibitory effect, they did not control the pathogen in

the seeds, suggesting that adjustments in this treatment application are necessary.

Keywords: Alternative control; biological control; bean white mold; Clonostachys
rosea; Trichoderma spp.; seed pathology.



1.1
1.2
1.3

2.1
2.2
2.3

SUMARIO

INTRODUGAO GERAL............ooveeieeeee e, 15
CAPITULO 1 - Tratamento de sementes de feijao (Phaseolus

vulgaris L.) com 6leos essenciais para o manejo de Sclerotinia

SCIErOtiIOrUM.............cccco oo 23
INErOAUGAOD. ... . e 25
Material € MELOUOS. ......uuueiiiiiiiiiiiieee e 27
Resultados € DISCUSSA0. ......ccciiiiiiiiieeeeie e 31
REfEr@NCIas .....ccooeieeeeee e 41

CAPITULO 2 - Manejo de Sclerotinia sclerotiorum com agentes de

biocontrole no tratamento de sementes de Phaseolus vulgaris

PSRRI 46
(oo 18 o= 47
Material € MELOUOS. ......uueiiiiiiiiiiiiiee e 49
Resultados € DISCUSSE0. ..........ooiiiiiiiiiiiiiii e 54
RefEr@NCIas .....ooooeieeeeeee e 62
CONSIDERAGOES FINAIS..........oooeiieieeeeeeeee e 66

REFERENGCIAS . ......ooo oo e e e 67






15

INTRODUGAO GERAL

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa pertencente a
familia Fabaceae, com o centro de origem no continente americano
(DEBOUCK,1993). Por sua importancia econdémica, o cultivo do feijao é responsavel
por gerar emprego e renda para milhares de produtores rurais. E também
caracterizado como a principal fonte de proteina de origem vegetal incluida na dieta
do brasileiro, devido ao seu elevado valor energético em comparagcdo aos outros
alimentos (SANTOS; GAVINALES, 2006). O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking
dos paisesprodutores, tendo a maior produgéo e consumo (FAOSTAT, 2019).

O feijoeiro possui boa adaptacado edafoclimatica, o que permite o seu cultivo
ao longo do ano em todo o territério nacional. No Brasil, o feijoeiro é cultivado em
trés diferentes épocas do ano, sendo a safra “das aguas”, de agosto a novembro; a
safra “da seca”, de janeiro a margo e a safra “de inverno”, de abril a julho (CONAB,
2020). Conforme o levantamento da safra 2020/2021, estima-se um volume final de
3.136,6 mil toneladas de produgdo, somando os feijdes do tipo comum cores,
comum preto e o caupi. Essa estimativa indica uma queda na produtividade de
aproximadamente 6,5% em relacdo ao levantamento obtido em 2019/20, devido as
oscilagbes do clima registradas ao longo do ciclo, principalmente na Regidao Sul do
pais e na Bahia (CONAB, 2021).

A incidéncia de doencas é um dos principais fatores para a reducido da
produtividade do feijoeiro, podendo-se ter perda total da producao, depreciagao da
qualidade fisiolégica das sementes, desuniformizagcdo na germinagdo, que
consequentemente, interfere no estabelecimento do estande inicial ou inviabilizagdo
de determinada area para o cultivo (MESQUITA et al.,, 2017). A semente é
considerada um veiculo eficienteno transporte e disseminagédo de patdégenos, além
de ser um abrigo seguro a sua sobrevivéncia. As sementes também podem
introduzir o fitopatogeno em regides onde estes ainda n&oocorrem. Dentre os
diversos patogenos de importancia epidemioldgica que podem afetar a producgéo e a
qualidade das sementes de feijao, encontra-se o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
De Bary, agente causal da doenga mofo branco. Esse fungo € considerado um
importante e severo patdogeno habitante de solo, por ser capaz de infectar uma
ampla gama de hospedeiro e de produzir esclerodios, estruturas de resisténcia que
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podem sobreviver no solo por longos anos na auséncia de uma planta hospedeira
(BIANCHINI FILHO; MARINGONI; CARNEIRO, 2016).

A infecgdo do feijao por S. slerotiorum abrange diferentes processos e a etapa
em que a cultura fica mais vulneravel ao ataque do patégeno é no estadio de
florescimento pleno (SANTOS, 2013). Esse fungo é caracterizado por apresentar um
ciclo de vida complexo, sendo este de reproducdo sexuada, caracterizada pela
germinagao dos esclerédios carpogenicamente, e assexuada, pela germinacéo
miceliogénica (GORGEN, 2009). Inicialmente, na germinagdo carpogénica, ha
formagao de apotécios que emergem na superficie do solo, produzindo os ascos,
que quando maduros, liberam os ascdsporos no ambiente durante varios dias,
sendo estes disseminados pelo vento e depositados sobre as flores, infectando-as.
As pétalas infectadas caem ao solo ou entram em contato com outras partes da
planta, colonizando todo o tecido saudavel (SANTOS, 2013). Ja na germinagao
miceliogénica, os esclerddios ficam na superficie do solo, onde ha formagao de hifas
pelo patdbgeno que atacam diretamente os tecidos da raiz, danificando-as, o que

ocasionara o apodrecimento do caule (WUTZKI, 2014).

Quando semeadas sementes sadias em solos contaminados por S.
sclerotiorum, pode-se verificar sintomas como "damping-off' de pré ou poés
emergéncia nas sementes, provocando assim, a redu¢ado da populacédo de plantas
na area (WENDLAND et al., 2016). O patégeno pode sobreviver na forma de micélio
ou por esclerédios em mistura com sementes (DHINGRA, 2005; REIS, 2013). O
micélio dormente fica no interior das sementes, nos cotilédones, mantendo a sua
viabilidade por um longo tempo, e apdés a semeadura no campo, sob condigdes
favoraveis de umidade e temperatura, retoma sua atividade metabdlica, matando a
semente e produzindo novos esclerédios que irdo germinar na mesma safra. As
sementes infectadas s&do veiculos de disseminacdo da doenca em areas sem
histérico do mofo branco (WENDLAND et al., 2016).

O controle de S. sclerotiorum é um pouco complexo devido, a auséncia de
cultivares resistentes, a variabilidade genética do fitopatdbgeno, a presenca de
esclerodios no solo, a sua sobrevivéncia em sementes através do micélio dormente
ou esclerddios misturados a elas (GOULART, 2004). Dessa forma, para reduzir as

perdas ocasionadas pela doenga em solos infestados de esclerédios, 0 manejo
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integrado tornou-se um sistema de apoio para a tomada de decisdo quanto a
selecdo e ao uso de estratégias de controle de doenga. Assim, o emprego de
sementes sadias, tratamento de sementes e manejo baseado na integragao dos
métodos culturais, quimicos e bioldgicos, pode reduzir a fonte de inéculo na area
(MEYER, 2011).

A disseminagdo de patdgenos por meio de sementes é reduzida através do
uso de sementes livres de contaminagao ou que atendam aos padrdes de tolerancia
determinada para a cultura. No ponto de vista sanitario, sementes livres de
quaisquer microrganismos indesejaveis seriam uma semente ideal, porém nem
sempre é possivel obter tais sementes, uma vez que a qualidade sanitaria dos graos
€ influenciada pelas condi¢des climaticas em que foram produzidas e armazenadas
(GOULART, 1998).

O tratamento de sementes pode ser entendido como qualquer procedimento
que envolva as sementes, pela incorporagado de produtos quimicos e/ou bioldgicos
em sua superficie, e/ou pelo uso de agentes fisicos, visando a melhoria ou garantia
do seu desempenho em condi¢gdes de cultivo. O tratamento de sementes para o
controle de fitopatdgenos pode ser realizado através de métodos quimicos, fisicos,
biolégicos ou pela combinagdo destes (ZAMBOLIM, 2004). E uma pratica de baixo
custo e seu efeito ao ambiente é restrito quando comparado a aplicagéo de produtos
quimicos nas plantas (MORAES, 2004).

O tratamento de sementes € uma técnica que auxilia no controle de
patdgenos transmitidos via sementes e garante uma populagdo adequada de plantas
na area, mesmo quando as condi¢des climaticas no momento da semeadura sao
prejudiciais a germinagcdo e emergéncia das plantulas, que ficam expostas por um
longo periodo a fungos habitantes do solo que provocam a deterioragdo das
sementes ou morte das plantulas (HENNING, 2004).

O tratamento de sementes com produtos quimicos sintéticos ainda € o mais
empregado, por ter simplicidade na execugao e melhor custo/beneficio (SILVA,
2016). Entretanto, a agricultura tem procurado medidas alternativas para o
tratamento de sementes e controle de doencas, que proporcionam maior

preservagao ambiental e melhor qualidade de vida (SANTOS, 2018). Acerca disso, o
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uso de substancias naturais, como os extratos e Oleos vegetais, e microrganismos
antagonistas a fitopatdégenos, como espécies de Trichoderma e de Clonostachys,
apresenta-se como uma alternativa de baixo impacto na agricultura, com menor

risco de contaminacao do solo.

Os Oleos essenciais sao compostos organicos de estrutura quimica
heterogénea. Tratam-se de misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
com baixa massa molecular, geralmente odorifera e liquida. Os éleos essenciais séo
obtidospor meio dediferentes processos, dependendo da localizacdo na planta,
quantidade e das caracteristicas exigidas para o produto final. Os processos usuais
sdo destilagbes por arraste a vapor d'‘agua, expressdo de pericarpo ou
hidrodestilagao (MORAIS, 2009). Os produtos a base de 6leos essenciais e extratos
vegetais vém se destacando no meio cientifico, devido ao seu potencial
antimicrobiano de origem natural (GILLES et al., 2010). Os 6leos essenciais s&o
originados do metabolismo secundario das plantas, sendo constituidos
principalmente de terpenos, porém, ha alguns derivados dos fenilpropanoides. De
acordo com o tamanho da molécula, os terpenoides recebem denominagao

diferente: monoterpenos e sesquiterpenos (OOTANI et al., 2013).

Os d6leos essenciais possuem compostos secundarios, ndo vitais as plantas,
mas com fungdo de protegcdo contra doencas; acdo fungitoxica, ao inibir o
desenvolvimento micelial e a germinagao de esporos; e agao antimicrobiana indireta
pela ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas. Tratam-se de fitoalexinas
elaboradas pelos vegetais em resposta aos estresses quimicos, biologicos ou
fisicos; com capacidade emdificultar ou diminuir a atividade de agentes patogénicos
(MEDICE et al., 2007; LIMA et al., 2008; KNAAK; FIUZA, 2010). A propriedade
antimicrobiana dos Oleos essenciais deve-se a sua caracteristica lipofilica. A
hidrofobicidade do 6leo essencial possibilita sua interagdo com os lipidios da
membrana celular, influenciandoassim, na permeabilidade da célula e causando

alteragdes em sua estrutura (PIPER et al., 2001).

A eficiéncia do tratamento com 6leos essenciais varia de acordo com os 6leos
essenciais empregados, a composigdo destes, a microbiota presente nas sementes
e as condicdbes de ambiente. Pesquisas relacionadas ao tratamento de sementes
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com Oleos essenciais ainda sdo escassas, mesmo com seu efeito positivo ja

constatado.

Nguefack et al. (2008) verificaram que 6leos essenciais extraidos a partir de
capim-limao (Cymbopogon citratos), alfavaca (Ocimum gratissimum), e tomilho
(Thymus vulgaris) foram capazes de controlar a infecgdo de patdégenos associados a
sementes de arroz (Oryza sativa L.). Os trés 6leos essenciais controlaram a infecgéo
das sementes com uma eficacia variando de 48% a 100%. Constatou-se também o
aumento da capacidade de germinagdo de sementes tratadas com os 6leos em 5 a
13% e um melhor vigor das plantulas originadas de sementes tratadas em relagao

as sementes nao tratadas com os oleos.

Gomes et al. (2016), avaliando o efeito de dleos essenciais de manjericao
(Ocimum basilica L.), copaiba (Copaifera langsdorffii L.) e cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.) no controle de patégenos em sementes de feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.), nas concentragbes de 0; 1; 1,5 e 2 mL. L', observaram que os 6leos
reduziram a incidéncia de Aspergillus spp., Fusarium spp., Cladosporium spp.,
Penicillium spp., presentes nas sementes. No entanto, o oOleo de copaiba
proporcionou redugao na qualidade fisiologica das sementes, quando utilizado na
concentracdo de 2 ml. L™

Outra possibilidade de tratamento de sementes, alternativo ao quimico, € o
controle biolégico de sementes, conhecido como microbiolizagdo de sementes. A
microbiolizagdo consiste no uso de microrganismos vivos aplicados as sementes
para o controle dos fitopatdbgenos, além de auxiliar no crescimento das plantas,
beneficiando na germinag&o; na emergéncia e desenvolvimento das plantulas; e na
producao de graos e frutos (DINIZ et al., 2009). Essa técnica é utilizada com o intuito
de controlar fitopatdgenos causadores de podriddes das sementes e raizes,
tombamento e morte das plantulas; e patégenos foliares, que tém as sementes
como fonte de indculo (SANTOS, 2014).

O controle biolégico tem alta especificidade de controle de fitopatégenos,
baixo custo e n&o agride o meio ambiente. Os mecanismos das interagbes
antagonicas entre microrganismos patogénicos e antagonistas com a planta s&o

divididos em antibiose, com a producdo de antibidticos com efeito téxico ao
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patdgeno; competicdo, por espaco e alimento; predagao e parasitismo, provocando
a morte do patégeno; indugdo de resisténcia, através da acdo indireta sobre o
patégeno, pela produgdo de moléculas que serao reconhecidas por receptores que
se ligam a sitios especificos da planta na membrana plasmatica; e hipoviruléncia,
pela transmissdo de caracteristicas de uma linhagem de patégeno menos agressivo
ou nao patogénico para a patogénica (BETTIOL, 1991). Os agentes de controle
biolégico podem atuar por um ou mais mecanismos de agao, os quais irdo conferir
maior estabilidade para o manejo (BETTIOL; GHINI, 2009).

Os tratamentos quimicos de sementes com produtos sintéticos podem ser
trocados por tratamentos bioldgicos, assim, proporcionando vantagens econémica,
social e ambiental. O biocontrole com antagonistas pode diminuir 0 niumero ou a
quantidade de aplicagcdes de produtos quimicos, além de possuir potencial para
eliminar o uso dessa pratica, dependendo da severidade, manejo da doencga e pelas
condigdes ambientais (POMELLA; RIBEIRO, 2009; HEYDARI; PESSARAKLI, 2010).
Os fungos Trichoderma spp. e Clonostachys rosea possuem grande potencial de
controle de doencas em plantas, como o mofo branco. Esses antagonistas
produzem metabdlitos secundarios, competem por espaco e nutrientes, e provocam
a morte do patogéno ao parasita-lo. Esses mecanismos sao bastante importantes
para o biocontrole de S. sclerotiorum, pois reduzem o seu crescimento micelial e
germinacgao (BOREL, 2014). Determinados isolados de Trichoderma spp. e C. rosea
possuem capacidade de estimular o crescimento das plantas pela colonizacdo da
rizosfera e auxiliar na solubilizagdo de nutrientes perto das raizes, permitindo uma

melhor assimilagdo das substancias pelas plantas (MENEZES et al., 2007).

O biocontrole de fungos causadores de doengas de plantas com o uso de

isolados de Trichoderma e C. rosea vem sendo cada vez mais empregados.

Guimaraes et al. (2014) em trabalhos realizados com tratamento de sementes
de feijdo com Trichoderma harzianum sobre Cladosporium herbarum, verificaram
que a suspenséao dos conidios do T. harzianum conseguiu controlar de 67 a77% do
patdogenos nas sementes de feijdo. Além disso, as sementes tratadas com T.
harzianum proporcionaram o aumento do comprimento da parte aérea e das raizes

das plantas de feij&o.
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Amaral et al. (2018), ao avaliar 15 isolados de Trichoderma sobre S.
sclerotiorum, observaram que grande parte dos isolados de Trichoderma conseguiu

reduzir entre 56,94 a 70,83% o crescimento micelial do fitopatégeno.

Carvalho et al. (2011), ao estudar o efeito do tratamento de sementes de
feijdo com T. harzianum, verificaram a redugdoda incidéncia de Aspergillus,

Cladosporium e S. sclerotiorum nas sementes.

Akrami et al. (2012), ao avaliar o efeito do tratamento de sementes de feijao
com T. harzianum e T. asperellum sobre Fusarium solani, observaram uma redugao
da colonizagdo do patégeno na semente, quando aplicadas suspensdes aquosas ou
solugbes agucaradas contendo conidios isolados, ou misturados dos agentes de

biocontrole.

O tratamento de sementes com C. rosea ainda é escasso, porém na literatura
ha relatos do seu potencial de controle contra patégenos causadores de doengas em
plantas. Rodriguez et al. (2011) constataram que o filtrado de crescimento de C.
rosea BAF3874 em meio liquido inibiu o crescimento S. sclerotiorum. Além disso,
nos experimentos em casa de vegetagdo, C. rosea reduziu o efeito negativo do
patdogeno no desenvolvimento das plantas de soja e alface e provocaram aumentos

significativos no peso da massa seco da parte aérea das culturas.

Molleret al. (2003) observaram que duas aplicagdes da suspensao de esporos
na concentracdo de 10%. mL”" do isolado IK726 de C. rosea foram capazes de
reduzir a incidéncia da podriddo da cabeca e folhas do repolho, causada por

Pythium tracheiphilum.

Teixeira (2018), ao avaliar a capacidadede controle da pinta preta da batateira
por cinco isolados de Clonostachys, verificou que C. chloroleuca e C. rosea
proporcionaram uma reducao de 80% da intensidade da doencga pela aplicagao foliar
preventiva dos antagonistas. Os cincos isolados de Clonostachys inibiram de 86 a
100% da germinacgao dos conidios de Alternaria solani apds vinte e quatro horas de

incubacao.

Diante do exposto, o objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito do tratamento de

sementes de feijdo com os Oleos essenciais de cravo—da—india e pimenta—preta e
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com os antagonistas C. rosea e Trichoderma spp. sobre a incidéncia de S.

sclerotiorum e a qualidade fisioldgica das sementes tratadas.
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CAPIiTULO 1

Tratamento de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) com éleos

essenciais para o manejo de Sclerotinia sclerotiorum
Resumo

Buscando um método alternativo de controle de Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de feijdo, a presente pesquisa foi conduzida com o objetivo de verificar o
efeito do tratamento de sementes com os 6leos essenciais (OEs) de cravo—da—india
e pimenta—preta sobre aincidéncia do patégeno nas sementes e a qualidade
fisiolégica das sementes tratadas. Inicialmente, foi avaliada a agao in vitro dos 6leos
essenciais nas concentragdes 0,25%, 0,50% e 0,75%, sobre o crescimento micelial
da S. sclerotiorum. O OE de cravo-da-india e o fungicida tiofanato metilico +
fluazinam promoveram 100% de inibicdo do desenvolvimento do fungo. O OE de
pimenta-preta demonstrou potencial de controle, porém com menor eficiéncia. Em
seguida, as sementes foram tratadas com os OEs, para avaliar seus efeitos na
qualidade sanitaria e fisiolégica das sementes. Sementes tratadas com tiofanato
metilico + fluazinam (750 ppm), sementes ndo inoculadas e sementes inoculadas,
ambas sem tratamento, foram incluidas no experimento. A sanidade foi avaliada
pelo método do papel filtro. Para avaliar a qualidade fisiolégica, foram realizados
testes de germinagcdo de vigor (primeira contagem de germinagcdo -PCG,
concomitante ao teste de germinagdo) Para avaliar o efeito do tratamento de
sementes no desenvolvimento das plantulas, o indice de velocidade de emergéncia
(IVE) em substrato e o comprimento e massa fresca e seca da parte aérea e
radicular das plantulas foram avaliados em casa-de-vegetagdo. N&o houve
incidéncia do patégeno nas sementes tratadas com os OEs e com o fungicida. Nao
houve diferenga entre as sementes inoculadas e nao inoculadas, ambas sem
tratamento, para todas as variaveis estudadas. Com exceg¢ao do OE de cravo a
0,75%, que interferiu negativamente na PCG e germinagdo, os demais tratamentos
nao tiveram efeito na qualidade fisioldgica das sementes. Nos testes conduzidos em
casa de vegetagdo, o OE de cravo-da-india foi fitotoxico nas concentragdes
avaliadas, impedindo a germinagdo das sementes. O OE de pimenta-preta interferiu

negativamente no indice de velocidade de emergéncia das sementes, porém, a
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concentracdo de 0,75%, proporcionou um desempenho satisfatério do
desenvolvimento das plantulas de feijoeiro.

Palavras-chave: Controle alternativo, mofo branco do feijoeiro; patologia de

sementes; Syzygium aromaticum; Piper nigrum.

Abstract

Searching an alternative method for controlling Sclerotinia sclerotiorum in bean
seeds, this research was carried out with the objective of verifying the effect of seed
treatment with clove and black pepper essential oils (OE) on the pathogen incidence
in the seeds and their physiological quality. Initially, the in vitro action of essential oils
at concentrations of 0.25%, 0.50% and 0.75% on S. sclerotiorum mycelial growth
was evaluated. Clove EO and thiophanate methyl + fluazinam fungicide promoted
100% inhibition of the fungus development. Black pepper essential oil showed control
potential, but it was less efficient than clove EO. Then, the seeds were treated with
EOs in order to evaluate their effects on the seeds sanitary and physiological quality.
Seeds treated with thiophanate methyl + fluazinam (750 ppm), untreated
uninoculated seeds and untreated inoculated seeds were included in the experiment.
Seed sanitary quality was evaluated with blotter test. Aiming to evaluate the seed
physiological quality, germination and vigor (first germination count - PCG) tests were
carried out. In order to evaluate the seed treatments effect on seedling development,
emergence speed index (IVE), root and shoot length, as well as root and shoot fresh
and dry mass were studied in greenhouse experiments. There was no pathogen
incidence in the seeds treated with essential oils and fungicide. There was no
difference between untreated inoculated and untreated uninoculated seeds for all
variables studied. Except for clove EO at 0.75%, which negatively interfered with
PCG and germination, the other treatments had no effect on the seeds physiological
quality. In the greenhouse experiments, clove EO was phytotoxic at the
concentrations evaluated, preventing seed germination. Black pepper EO negatively
interfered in the seed emergence speed index, however, at a concentration of 0.75%,

it provided a satisfactory performance for the bean seedlings development.
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Keywords: Alternative control; bean white mold; seed pathology; Syzygium

aromaticum; Piper nigrum.

1.1 Introducgao

A ocorréncia de doengas na cultura do feijao, principalmente as associadas as
sementes, € um dos principais fatores que prejudicam a germinagao e qualidade
fisiolégica dos graos, interferindo assim, no desenvolvimento do estande inicial das
plantulas (WENDLAND; LOBO JUNIOR; FARIA, 2018). As sementes sao
consideradas veiculos eficientes no transporte e disseminagdo de patdogenos a
longas distancias (BOECHAT et al., 2014).

Entre os diversos fitopatbgenos de importancia epidemioldgica que
comprometem a qualidade das sementes do feijdo, encontra-se o fungo S.
sclerotiorum, agente causal do mofo branco (GOMES et al., 2017). O mofo branco
ocasiona perdas no rendimento da producédo, em torno de 50%, podendo ser mais

elevada se medidas de controle n&o forem tomadas (LOBO JUNIOR et al., 2009).

A ocorréncia da S. sclerotiorum nas sementes se da na forma de micélio
dormente, que se encontra no interior destas, nos cotilédones, que mantém a
viabilidade do micélio por um longo tempo, e apdés a semeadura no campo, sob
condicbes favoraveis do ambiente, retoma a sua atividade metabdlica, matando a
semente e produzindo novos esclerddios que irdo se desenvolver na mesma safra
(WENDLAND et al., 2016).

O tratamento de sementes em um sentido mais amplo pode ser entendido
como qualquer técnica que envolva as sementes, seja ela, por meio da incorporagéo
de produtos sintéticos, fisicos, bioldgicos ou pela combinagcdo deste, e pela
utilizacao de agentes fisicos, visando manter ou melhorar a qualidade sanitaria das
sementes e seu desempenho em condigdes de cultivo (LEITE et al., 2018; MORAIS,
2009; ZAMBOLIM, 2004). O uso dessa pratica € de baixo custo e ocasiona menor
impacto ambiental, quando comparado a pulverizagcdo de produtos quimicos
(DIONIZIO et al., 2020; PARISI; MEDINA, 2013).
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Embora comprovada a eficiéncia dos métodos quimicos no controle de
doencas em plantas, os produtos naturais vém sendo cada vez mais pesquisados
como uma alternativa sustentavel para melhorar a protecdo das plantas contra os
fitopatogenos. Além disso, estes produtos podem diminuir os efeitos negativos do
uso dos produtos sintéticos na agricultura, resultando em alimentos de melhor
qualidade para o consumidor (PACHECO; VASCONCELOS, 2013). Neste sentido, o
uso de substancias naturais, como os extratos e 6leos vegetais surge como uma

alternativa de baixo impacto na agricultura.

Os oleos essenciais sao constituidos por uma mistura complexa de
substancias volateis, de baixo peso molecular, liquida, em sua maior parte odorifera
e lipofiica (MORAIS; GONCALVES; BETTIOL, 2009). Sao originados do
metabolismo secundario das plantas e, na sua composicdo quimica, sao
principalmente constituidos de mono- e sesquiterpenos, hidratos de carbonos,
alcodis, cetonas, fendis, aldeidos e ésteres, componentes esses responsaveis pela
atividade antimicrobiana a patégenos (RODRIGUES et al., 2017).

Os extratos vegetais e Oleos essenciais sdo tidos como substéncias n&o-
fitotoxicas e com capacidade de controlar microrganismos fitopatogénicos. A
habilidade de controle dos patdégenos por esses compostos se da pela sua agao
fungitoxica direta, através da inibicdo do crescimento micelial e germinagdo dos
esporos, e pela indugao de fitoalexinas, por meio de suas propriedades elicitoras
(MORAIS; GONCALVES; BETTIOL, 2009). Além disso, as propriedades
antimicrobianas dos 6leos essenciais devem-se a sua caracteristica lipofilica. A
hidrofobicidade do 6leo essencial permite uma interagao entre o 6leo e os lipidios da
membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e causando alteracdes em
sua estrutura (BIASI; DESCHAMPS, 2009; CUNHA et al., 2015; OOTANI et al.,
2013; SILVA, 2014). Em geral, a eficiéncia do tratamento com éleos essenciais varia
de acordo com os Oleos essenciais empregados, a composicdo destes, a
concentracdo utilizada, a microbiota presente nas sementes e as condigcdes de
ambiente (ANTUNES; CAVACOB, 2010).

O interesse pelo uso dos 6leos essenciais no controle de doengas de plantas
tem crescido cada vez mais nos ultimos anos, entretanto, diversos estudos se

limitam a investigagdo da agéao in vitro dos seus componentes sobre o crescimento
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micelial e esporulagdo dos fungos fitopatogénicos. Com relagdo ao tratamento de
sementes com O6leos essenciais, os estudos ainda s&o restritos, embora o seu efeito
positivo ja tenha sido constatado (FERREIRA et al., 2014; GOMES et al., 2016;
LEITE et al., 2018; MATA et al., 2009; MONDEGO et al., 2014; NASCIMENTO et al.,
2021).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
tratamento alternativo de sementes de feijdo com os Oleos essenciais (OE) de
cravo—da—india e pimenta—preta sobre a incidéncia de S. sclerotiorum e a qualidade

fisiolégica das sementes tratadas.

1.2 Materiais e Métodos

Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agronémicas,

Campus de Botucatu, SP, no Departamento de Protegao Vegetal.

Obtencao dos isolados de S. sclerotiorum, dos 6leos essenciais de cravo-da-
india e pimenta-preta e das sementes de Phaseolus vulgaris L.

O patogeno foi obtido da colecdo do Laboratorio de Entomologia e
Fitopatologia da Embrapa Meio Ambiente de Jaguariuna- SP. Os esclerédios do
patdgeno foram depositados em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)
contido em placa de Petri, e mantidos em camara de incubagédo (BOD) a 25°C, no
escuro, por sete dias, para o crescimento micelial do patégeno. Os 6leos essenciais
(OE) de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e pimenta-preta (Piper nigrum) foram
adquiridos da empresa Destilaria Bauru. As sementes de feijao foram obtidas do

produtor rural, da regido de Piraju.
Efeito in vitro de 6leos essenciais no desenvolvimento de S. sclerotiorum

Para avaliar o efeito in vitro dos OEs de cravo-da-india e pimenta-preta sobre
o patdgeno, estes foram adicionados, individualmente, ao meio de cultura BDA no
momento deste ser vertido em placas de Petri, nas concentragdes 0,25%, 0,50% e
0,75%. Apods a solidificacdo do meio, foi depositado no centro das placas de cada

tratamento um disco de meio BDA de 0,5 cm contendo micélio do patégeno. Os



28

tratamentos testemunhas foram constituidos de meio BDA puro e meio BDA
acrescido de fungicida abase de tiofanato metilico + fluazinam (750 ppm). As
culturas foram incubadas em BOD a 25°C + 2 °C, fotoperiodo de doze horas, por 24

horas.

O experimento foi realizado duas vezes (Ensaios 1 e 2), nas mesmas
condi¢des, sendo conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com oito
tratamentos e sete repeticbes, sendo cada placa de Petri considerada uma

repeticao.

O crescimento micelial foi acompanhado diariamente, considerando-se a
ultima leitura, aos trés dias, quando as colbnias fungicas de um mesmo tratamento
testemunha atingiram as bordas da placa de Petri (representando o crescimento
maximo). Com o auxilio de uma régua, mediu-se o diametro das col6nias (cm) de
todos os tratamentos, em duas posigdes perpendiculares entre si, sendo
considerado o valor médio dessas medidas. Os dados de diametro de colénia néo
apresentaram normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov e as medianas foram

comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks a 5% de probabilidade.

Tratamento de sementes de feijoeiro infectadas por S. sclerotiorum com éleos
essenciais de cravo-da-india e pimenta-do-reino. Efeito na qualidade sanitaria
e fisiolégica das sementes.

Para a obtengao de sementes infectadas por S. sclerotiorum, o patégeno foi
repicado para placas de Petri com meio de cultura BDA acrescido de manitol, no
potencial hidrico de -1,0 MPa (73,77g/L) pela férmula de Van'tHoff (SALISBURY;
ROSS, 1991) e incubado a 25°C. Apds sete dias, sementes de feijao previamente
desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sédio a 2% por um minuto foram
distribuidas sobre a coldnia fungica e mantidas em contato com o in6culo por 24
horas em BOD a 25°C. Foi realizado o mesmo procedimento com sementes de feijao
dispostas sobre o meio BDA acrescido de manitol sem a presenga do patoégeno.
Apods a inoculagdo, as sementes foram desinfestadas superficialmente novamente e
secas. As sementes inoculadas e sadias foram misturadas, de forma a se obter um

lote de trabalho com 20% de infecgéo.
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Para o tratamento das sementes com os OEs de cravo-da-india e pimenta-
preta, estes foram adicionados em agua destilada esterilizada acrescida de Tween
80 (1,0mL/L), nas concentragdes de 0,25%; 0,50% e 0,75%. As sementes de feijao
foram imersas na solugao por doze horas e, logo em seguida, dispostas sobre folhas
de papel toalha por 24 horas para secagem. Paras os tratamentos controle, foram
avaliadas sementes tratadas com o fungicida tiofanato metilico + fluazinam (imers&o
em solugdo a concentragdo de 750ppm); sementes inoculadas e sementes néao

inoculadas, ambas imersas apenas em agua destilada + Tween 80, por doze horas.
Avaliagao da sanidade das sementes

Para avaliar a incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes foi utilizado o
método do papel filtro (BRASIL, 2009). As sementes foram dispostas em placas de
petri contendo trés folhas de papel filtro previamente umedecidas em agua destilada
e incubadas a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas sob luz branca
fluorescente. Apds sete dias de incubagéo, foi avaliada a incidéncia do patégeno (%
de sementes com o fungo) com auxilio de um microscépio estereoscoépico. A
identificacdo do patdgeno foi comprovada pela confecgdo de laminas e observagao

em micorscopio 6tico comum.

O experimento foi realizado duas vezes (Ensaios 1 e 2), nas mesmas
condigbes, sendo conduzidos no delineamento experimental inteiramente
casualizado, com nove tratamentos e sete repeticoes. A parcela experimental

constituida por uma placa de Petri contendo dez sementes de feijao.

Os dados de incidéncia n&o apresentaram normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov e as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
Ranks a 5% de probabilidade.

Avaliacao do potencial fisiolégico das sementes

O efeito do tratamento das sementes com os OEs de cravo-da-india e
pimenta-preta sobre o potencial fisiologico das sementes foi avaliado pelos testes de
germinagao das sementes de feijoeiro e de vigor (primeira contagem de germinagao

e indice de velocidade de emergéncia), conforme descrito a seguir.



30

Germinagdo e primeira contagem de germinagdo (PCG): o teste de
germinacgao foi realizado conforme a técnica do rolo de papel (RP), tendo-se o
papel de germinagado como substrato. As folhas de papel de germinagao foram pré-
umedecidas com o volume de agua destilada equivalente a 2,5 vezes 0 peso seco
das folhas. Cinquenta sementes de feijdo foram distribuidas sobre duas folhas e
cobertas com uma terceira, sendo embrulhadas em forma de rolos. Os rolos foram
colocados dentro de saco plastico esterilizado com alcool a 70% e mantidos em
BOD a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. As avaliacbes foram realizadas aos
cinco (primeira contagem de germinagdo) (NAKAGAWA, 1999) e aos nove
(germinacédo) dias de instalagdo do teste, computando-se a porcentagem de

plantulas normais para cada tratamento (BRASIL, 2009).

Os experimentos de potencial fisiologico das sementes foram realizados duas
vezes (Ensaios 1 e 2), nas mesmas condigbes, sendo conduzidos nodelineamento
experimental inteiramente casualizado, com nove tratamentos e quatro repeticdes
cada teste. Os dados das duas variaveis apresentaram normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

indice de velocidade de emergéncia (IVE): O experimento foi conduzido em
casa de vegetagao, em vasos contendo substrato esterilizado, com dez repeticoes
de trés sementes por tratamento. Foi contabilizado o numero de pléntulas normais
emergidas até a estabilizagdo da emergéncia, que ocorreu aos 30 dias da
instalagdo. De acordo com o numero de plantulas emergidas, foi calculado o IVE,

usando a seguinte formula:

IVE=Ei1 +E2 +...+En_
Ni+Nz+ ...+ Nn
Onde: Eq, Ey, ..., En = n° de plantulas emergidas, computadas na primeira, segunda,
..., Ultima contagem. N1, Na,...,N, =n° de dias decorridos da semeadura até a

primeira, segunda,..., ultima contagem (BRASIL, 2009).

O experimento de IVE foi realizado duas vezes (Ensaios 1 e 2), nas mesmas
condigbes, sendo conduzidos em delineamento experimental inteiramente

casualizado, com nove tratamentos e dez repeticdes cada teste. Os dados de IVE
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nao apresentaram normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov e as medianas foram

comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks, a 5% de probabilidade.

Ao final do teste de emergéncia, foram determinados o comprimento da parte
aérea e da raiz, e a massa fresca e seca da parte aérea e raiz das trés plantas por
parcela, sendo considerados os valores médios destas afericbes. Como o OE de
cravo-da-india foi fitotdbxico em todas as concentragdes, inibindo totalmente a
germinagao das sementes, as avaliagbes de comprimento e massa das pléantulas
foram realizadas considerando-se o0s outros seis tratamentos descritos
anteriormente. Os resultados de comprimento da parte aérea, em ambos 0s ensaios,
e da raiz, no ensaio 1 apresentaram normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. No ensaio
2, os resultados de comprimento radicular ndo apresentaram normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov e as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
Ranks, a 5% de probabilidade. Com relagdo aos dados de massa, no ensaio 1, 0s
resultados de massa fresca da parte aérea e raiz apresentaram normalidade pelo
teste Kolmogorov-Smirnov e a analise de variéncia foi ndo significativa, e os
resultados de massa seca (parte aérea e raiz) ndo apresentaram normalidade pelo
teste Kolmogorov-Smirnov, sendo as medianas comparadas pelo teste de Kruskal-
Wallis Ranks, a 5% de probabilidade. No ensaio 2, houve normalidade dos dados de
massa fresca pelo teste Kolmogorov-Smirnov, sendo as meédias da parte aérea
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; para a raiz, nesse ensaio, a
analise de variancia foi ndo significativa. Para a massa seca, tanto de parte aérea
quanto de raiz, os resultados apresentaram normalidade pelo teste Kolmogorov-
Smirnov e as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks, a 5%

de probabilidade.
1.3 Resultados e Discussao
Efeito in vitro de 6leos essenciais no desenvolvimento de S. sclerotiorum

Os dleos essenciais inibiram o crescimento micelial do patégeno, diferindo da
testemunha, em ambos os ensaios (tabela 1). O OE de cravo-da-india, em todas as
concentragbes, promoveu a inibicdo de 100% do crescimento fungico, nos dois

ensaios, tendo o mesmo efeito do fungicida. O OE de pimenta-preta inibiu o
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desenvolvimento do patdégeno, exceto na concentracdo de 0,25%, no primeiro

ensaio, que nao diferiu da testemunha.

Tabela 1 — Agao in vitro dos 6leos essenciais (OE) de cravo-da-india, pimenta pretae
fungicida tiofanato metilico + fluazinam sobre o crescimento micelial (em cm) de
Sclerotinia sclerotiorum.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos Mediana Mediana
(cm) (cm)

Testemunha (BDA puro) 8,50 a 8,50 a

OE cravo-da-india 0,25% 0,00 c 0,00d

OE cravo-da-india 0,50% 0,00 c 0,00d

OE cravo-da-india 0,75% 0,00 c 0,00 d

OE pimenta preta 0,25% 8,25 a 7,65 bc

OE pimenta preta 0,50% 7,20 b 7,40 c

OE pimenta preta 0,75% 7,13 b 795b
Fungicida 0,00 c 0,00d

Em cada ensaio (coluna):
a, b, ... - medianas seguidas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks (P>0,05).

A atividade inibitéria do OE extraido de espécies da familia Piperaceae sobre
o crescimento micelial de fitopatégenos ja foi relatada. Bastos e Albuquerque (2004),
ao estudar o efeito do OE de pimenta-de-macaco (Piper aduncum) no controle de
Colletotricum musae em banana, observaram a inibicdo em 100% do crescimento
micelial do patdogeno nas concentragdes de 100 pyg/mL e 150 pg/mL do dleo
utilizado. Santos (2018), avaliando o efeito do tratamento de sementes de feijao
com OEs de pimenta-preta e cravo-da-india nas concentragdes de 0,25%; 0,50% e
0,75%, verificou a inibicdo de Macrophomina phaseolina em 100% em todas as

concentracdes adotadas.
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A acao antimicrobiana do OE cravo-da-india sobre fitopatogenos também ja
foi constatada. Ao avaliar o efeito do OE de cravo-da-india na concentragdo de
0,15% sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum, F. solani e Rhizoctonia
solani, Costa et al. (2011) verificaram redugdo do desenvolvimento das col6nias dos
trés fitopatogenos. A atividade antifungica do OE cravo-da-india € geralmente
atribuida ao eugenol, composto fendlico volatil encontrado majoritariamente neste
o0leo (WANG et al, 2010) e que interfere na membrana celular do patégeno,
danificando-a (GILL; HOLLEY, 2006).

Tratamento de sementes de feijoeiro infectadas por S. sclerotiorum com éleos

essenciais - efeito na qualidade sanitaria e fisiolégica das sementes

Houve alta incidéncia do fungo nas sementes nao inoculadas néo tratadas e
nas sementes inoculadas nao tratadas nos dois ensaios (Tabela 2), o que sugere
que essas sementes ja tenham vindo contaminadas do campo. Todos os
tratamentos com OE e o tratamento com fungicida foram eficientes na reducao da
incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes de feijdo, diferindo das sementes
inoculadas nao tratadas e das sementes ndo inoculadas e néo tratadas, em ambos
os ensaios. O efeito dos OEs varia com o tipo de 6leo essencial utilizado e a sua
composicao, a microbiota existente nas sementes e as condicbes ambientais.
Montes-Belmont e Carvajal (1998) ao avaliarem os efeitos dos OEs de canela,
hortela-pimenta, manjericdo, cravo-da-india e tomilho na prote¢cdo dos graos de
milho nas plantas, observaram efeito benéfico do tratamento dos graos com os OEs,
0S quais causaram a inibigdo total do desenvolvimento de Aspergillus flavus nos
graos tratados. Pereira et al. (2016) verificaram a redugdo da incidéncia de
diferentes fitopatdgenos em sementes de aroeira-salsa com a utilizagdo de OE de

citronela e menta.
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Tabela 2 - Incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de feijoeiro tratadas
com oOleos essenciais (OE) de cravo-da-india, pimenta preta e fungicida tiofanato
metilico + fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos Mediana Mediana
(%) (%)
Sementes Nao Inoculadas Nao Tratadas 20,0 a 20,0 a
Sementes Inoculadas Nao Tratadas 20,0 a 20,0 a
OE cravo-da-india 0,25% 0,0b 0,0b
OE cravo-da-india 0,50% 0,0b 0,0b
OE cravo-da-india 0,75% 0,0b 0,0b
OE pimenta preta 0,25% 0,0b 00b
OE pimenta preta 0,50% 0,0b 0,0b
OE pimenta preta 0,75% 0,0b 00b
Fungicida 0,0b 0,0b
Em cada ensaio (coluna):
a, b, ..~ medianas seguidas de mesma letra n3o diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks (P>0,05).

Os OEs possuem compostos secundarios, nido vitais as plantas, mas com
acgao fungitoxica, ao inibir o crescimento micelial dos microrganismos patogénicos; e
agao antimicrobiana pela ativagdo de mecanismos de defesa nas plantas (SOUSA,
2010). Os componentes presentes nos OEs com atividades antimocrobianas se
devem as suas caracteristicas lipofilicas que atuam na estrutura celular do
patdogeno, modificando ou destruindo a célula. Este comportamento se da pelas
caracteristicas hidrofébicas dos OEs, que possibilita a sua interacdo com os lipidios
da membrana celular, influenciando assim, a permeabilidade da célula (ADAMS;
KUNZ; WEIDENBORNER, 1996; BAKKALI et al., 2008; COSTA et al., 2011; HOYOS
et al., 2012; PEREIRA et al., 2011; SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995). Daranco et
al. (2015) confirmaram a eficacia da acdo antifungica dos OEs de capim-liméo,
eucalipto e carqueja sobre a incidéncia de Fusarium spp. em sementes de soja. De
acordo com os autores, os OEs possuem grande eficacia na redugao de patégenos
em sementes de soja, além de proporcionarem um melhor rendimento dos graos. Os

autores mencionam ainda a necessidade de mais pesquisas sobre a interagao entre
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a composicdo dos 6leos e a sua atividade biocida e fisioldégica. Apesar de se
conhecer a atividade antimicrobiana dos OEs sobre fitopatdbgenos, pesquisas
utilizando esses produtos no tratamento de sementes e no manejo de fungos
habitantes de solo, ainda sdo excassas (NGUEFACK et al., 2008; NETO et al.,
2012).

Com relac&o a qualidade fisiologica, a inoculagdo de sementes de feijao com
S. sclerotiorum, no primeiro ensaio, nao interferiu na porcentagem da primeira
contagem de germinacao (PCG) e na germinacédo (G) final, entretanto, no segundo
ensaio a presencga do fungo (sementes inoculadas nao tratadas) proporcionou
reducdo no percentual dessas variaveis em comparagdo a testemunha nao
inoculada n&o tratada (Tabela 3). Em geral, os OEs apresentaram desempenho
semelhante ao fungicida, exceto para OE de cravo-da-india a 0,75%, que interferiu
negativamente nestas variaveis, quando comparado as sementes nao tratadas e
aquelas tratadas com fungicida, embora nao tenha diferido dos outros tratamentos
semelhantes a estes trés. Este resultado pode estar associado a alta concentragao
do oleo, ou a alguma substancia presente neste, que impediu o processo de
germinagao, uma vez que, entre os componentes do OE de cravo-da-india estéao
compostos alelopaticos, como o eugenol, (E)-cariofileno, a-Humuleno e acetato de
eugenol (GOMES et al., 2018; SILVESTRI et al., 2010). A capacidade herbicida dos
oleos volateis de inibir a germinagao das sementes e o crescimento das plantulas é
atribuida a um dos seus componentes ou pela agado conjunta dos componentes
presentes nos 6leos (AN; JOHNSON; LOVETT, 1993; HILLEN et al., 2012).



36

Tabela 3 — Porcentagem de primeira contagem de germinagao (PCG) e germinacao (G)
de sementes de feijoeiro tratadas com o6leos essenciais (OE) de cravo-da-india,

pimenta preta e fungicida tiofanato metilico + fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos PCG G PCG G
% % % %
Sementes Nao
Inoculadas Nao Tratadas 39.0a 410a 61.5a 6254
Sementes Inoculadas 400a 415a 335b 33,5 be
Nao Tratadas
OE cravo-da-india 0,25% 23,5ab 23,5ab 23,0 bc 23,0 bcd
OE cravo-da-india 0,50% 21,0 ab 21,0 ab 17,5 bc 17,5¢cd
OE cravo-da-india 0,75% 6,0b 6,0b 75¢c 7,5d
OE pimenta preta 0,25% 25,5 ab 25,5 ab 28,5 bc 28,5 bcd
OE pimenta preta 0,50% 20,0 ab 20,0 ab 33,5b 33,5 bc
OE pimenta preta 0,75% 18,0 ab 18,0 ab 18,5 bc 18,5 bcd
Fungicida 34,0 a 42,0 a 35,5b 42,0 ab
Em cada ensaio (coluna):
a, b, ... — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05);

O indice de velocidade de emergéncia de plantulas foi prejudicado pelo
tratamento das sementes com os OEs, exceto para o OE de pimenta preta a 0,75%
no ensaio 2, que mostrou o mesmo efeito do fungicida, sem diferir das testemunhas
(Tabela 4). O OE de cravo-da-india foi fitotdxico, impedindo a germinagdo das
sementes nas trés concentracbes, em ambos os ensaios. Este efeito pode estar
associado ao composto fendlico eugenol presente nesse OE, que, dependendo da
concentracdo adotada, pode provocar toxicidade em sementes, inibindo a
germinagao ou o desenvolvimento das plantulas (MIRANDA et al., 2015; OLIVEIRA

et al., 2011). Santos e Mendes (2021) relataram uma forte agdo toxica do OE de
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cravo na germinagao das sementes de feijdo, ao observarem 96,75% de sementes
ndo germinadas. Nagao et al. (2002) observaram que, com o aumento da
concentracdo do oleo essencial de alecrim-pimenta, houve a inibicdo do processo
germinativo de sementes de alface. De acordo com os autores, esse efeito se deve
a alta concentragédo do dleo ou a alguma substancia presente na composi¢cao deste
que é capaz de impedir 0 processo germinativo.

Tabela 4 — indice de velocidade de emergéncia de plantulas de feijoeiro provenientes

de sementes submetidas ao tratamento com 6leos essenciais (OE) de cravo-da-india,
pimenta preta e fungicida tiofanato metilico + fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos
Mediana Mediana
Sementes Nao Inoculadas Nao Tratadas 0,47 a 0,40 a
Sementes Inoculadas Nao Tratadas 0,43 a 0,34 a
OE cravo-da-india 0,25% 0,00c 0,00 c
OE cravo-da-india 0,50% 0,00 ¢ 0,00 c
OE cravo-da-india 0,75% 0,00c 0,00 c
OE pimenta preta 0,25% 0,20 b 0,18 b
OE pimenta preta 0,50% 0,32b 0,23 b
OE pimenta preta 0,75% 0,35b 0,29 a
Fungicida 0,53 a 0,44 a
Em cada ensaio (coluna):
a, b, ..— medianas seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks (P>0,05).

A inibicdo da germinacado de sementes por extratos ou 6leos essenciais nao
ocorre somente pelos seus componentes quimicos, mas também pelo potencial
osmotico dos Oleos ou extratos que estdo em contato com as sementes
(MAZZAFERA, 2003; WARDLE; NICHOLSON; AHMED, 1992). As substancias
presentes nos OEs podem agir nos processos metabdlicos das plantas e sementes,
através das caracteristicas aleloquimicas, podendo inibir ou retardar tanto a
germinacdo das sementes quanto o desenvolvimento das plantulas (MAGALHAES
et al., 2014). Os efeitos aleloquimicos irdo depender da concentragdo do OE
utilizado e da capacidade de penetragcao de algumas substancias presentes neste,
que sado capazes de inibir, retardar a multiplicagdo ou o desenvolvimento das

células, prejudicando a germinagao das sementes (GONZALEZ et al., 2002).
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Em geral, o OE de pimenta-preta nas concentragdes 0,25% e 0,50%
influenciou negativamente o comprimento da parte aérea e radicular. A concentragao
de 0,75% teve efeito positivo no comprimento radicular, em ambos os ensaios, tendo
demonstrando um desempenho similar ao fungicida no segundo ensaio (Tabela 5).

O tratamento com fungicida beneficou o desenvolvimento das plantulas.

Tabela 5 — Comprimento da parte aérea (CPA) e radicular (CPR) de plantulas de
feijoeiro provenientes de sementes submetidas ao tratamento com 6leos essenciais
(OE) de cravo-da-india, pimenta preta e fungicida tiofanato metilico +fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2

Tratamentos CPA CPR CPA CPR

(cm)’ (cm)’ (cm)’ (cm)®

Sementes N&o Inoculadas Nao

11,08 ab 25,52 ab 11,52 ab 27,15b
Tratadas

Sementes Inoculadas Ndo Tratadas 11,07 ab 25,77 ab 14,82 a 32,65 a

OE pimenta preta 0,25% 553 b 16,75 b 527b 8,25d
OE pimenta preta 0,50% 6,52 b 19,18 ab 6,95 b 22,80 c
OE pimenta preta 0,75% 10,18 ab 30,68 ab 10,88 ab 34,15 a

Fungicida 14,77 a 36,01 a 14,72 a 32,35 a

Em cada ensaio:
1a, b, c... -médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

2a, b, c... — medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks
(P>0,05)

O oleo essencial de pimenta-preta possui como componentes majoritarios: a-
piperina, B-piperina, 1-a-felandreno, B-cariofileno e limoneno (PARTHASARATHY et
al., 2007), os quais apresentam efeitos alelopaticos sobre as plantas. As ag¢des dos
aleloquimicos dos OEs podem variar de acordo com o local onde ira atuar na planta,
podendo este causar inibicdo em uma determinada regido ou incrementos em outras
(PIRES; OLIVEIRA, 2011).

Com relacdo a massa fresca e seca das plantulas, o OE de pimenta-preta
apresentou o mesmo efeito que o fungicida em todas as concentragdes no ensaio 1,
comportamento esse que sO se repetiu para a concentracdo 0,75%, no ensaio 2
(Tabela 6).
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Tabela 6 — Massa fresca aérea (MFA), massa seca aérea (MSA),massa fresca radicular
(MFR) e massa secaradicular (MSR) de plantulas de feijoeiro provenientes de
sementes submetidas ao tratamento com o6leos essenciais (OE) de cravo-da-india,
pimenta preta e fungicida tiofanato metilico + fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2

Tratamentos Mediana (Kg) Média Mediana

MFA" MSA? MFR' MSR? MFA? MSA? MFR' MSR?

Sementes Nao
Inoculadas 2,75 0,30 a 5,40 0,25a 255a 0,30b 6,05 0,40 a
Nao Tratadas

Sementes
Inoculadas 2,45 0,30 a 5,10 0,30a 3,18ab 0,40a 5,90 0,30 a
Nao Tratadas

OE pimenta

preta 0,25% 115 011a 235 0,16a 143b 010c 205 011a

OE pimenta

preta 0,50% 165 020a 340 020a 177ab 020c 425 0,20a

OE pimenta

preta 0,75% 270 030a 575 040a 317ab 040a 6,55 0,35a

Fungicida 3,35 0,40 a 5,10 0,30a 3,73a 0,55a 6,20 0,50 a

Em cada ensaio:
(N . . - A
Variaveis cujos dados apresentaram normalidade e analise de variancia n&o significativa;

2\ariaveis cujos dados n&o apresentaram normalidade e medianas seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks (P>0,05)

SVariavel cujos dados apresentaram normalidade e médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05)

Conforme exposto anteriormente, o OE de cravo mostrou fitotoxidade nas
concentracdes adotadas para o tratamento de sementes no experimento de casa de
vegetacdo, de modo que comprimento e massa de plantulas ndo puderam ser
determinados. Os resultados observados nos ensaios in vitro e no teste de sanidade
comprovam a acao antimicrobiana deste Oleo, porém aqueles de qualidade
fisiologica n&o foram satisfatorios. Possivelmente, esse comportamento do OE de
cravo-da-india observado na fase in vivo ndo tenha se repetido, porque, nessas
condigdes, existem multifatores interagindo, dificultando assim a diferenciagdo dos
efeitos do OE. De acordo com Hillen et al. (2012), ainda ha necessidade de mais
estudos sobre a provavel acdo toxica dos oleos essenciais quando aplicados

diretamente nas sementes. Para que uma substancia seja empregada no tratamento
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de sementes, é preciso que a mesma tenha agao efetiva sobre o alvo bioldgico e
que ndo exerca agao deletéria sobre a planta (CUNHA et al., 2015).

De acordo com Machado (2000), os estudos com OE tém por objetivo
desenvolver produtos eficazes e seguros para o tratamento de sementes, além de
reduzir os impactos no ambiente resultante da utilizacdo de produtos sintéticos
isolados ou em combinagdo com outras medidas. Apesar disso, as pesquisas com
os OEs ainda sao bastante recentes e ndao se tem muitas informacgdes sobre os seus

efeitos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram o potencial antifungico do
tratamento das sementes com OE de pimenta-preta no controle de S. sclerotiorum,
entretanto mais pesquisas sdo necessarias com relacdo a viabilidade de aplicagao
deste 6leo. Ja OE de cravo-da-india foi eficiente na inibicdo do crescimento micelial
in vitro e na redugao da incidéncia do patdégeno nas sementes, porém, mostrou-se
téxico as sementes, inibindo totalmente a germinagdo destas nos experimentos de

casa de vegetacéo.
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CAPITULO 2

Manejo de Sclerotinia sclerotiorum com agentes de biocontrole no tratamento

de sementes de Phaseolus vulgaris L.
Resumo

O feijoeiro-comum ¢é afetado por diversos fitopatdgenos, que influenciam ndo s6 na
qualidade dos gréos, mas também na sua produtividade. Uma das principais
doencas da cultura é o mofo branco, causada por Sclerotinia sclerotiorum. O
controle deste fungo envolve varias medidas integradas, incluindo o tratamento de
sementes com microrganismos antagdnicos. A pesquisa teve como objetivo avaliar o
efeito do tratamento de sementes de feijao com os antagonistas Clonostachys rosea
e Trichoderma spp. sobre a incidéncia de S. sclerotiorum e seu efeito na qualidade
fisiologica das sementes tratadas. O experimento foi iniciado por uma etapa in vitro,
para avaliar a agcdo dos antagonistas sobre crescimento do patdégeno. Os dois
antagonistas tiveram efeito inibitorio sobre o patégeno, com maior agdo supressora
de C. rosea. Em seguida, foi feito o tratamento de sementes com os antagonistas e
o fungicida tiofanato metilico + fluazinam. Sementes inoculadas e sementes néo
inoculadas, ambas sem tratamento foram incluidas no experimento. A sanidade foi
avaliada pelo método do papel filtro. Para avaliar a qualidade fisiologica, foram
realizados testes de germinacao e vigor (primeira contagem de germinacdo-PCG).
Para avaliar o efeito do tratamento de sementes no desevolvimento das plantulas, o
indice de velocidade de emergéncia (IVE) em substrato e o comprimento e massa
fresca e seca da parte aérea e radicular das plantulas foram avaliados em casa-de-
vegetagdo. Os antagonistas ndo controlaram o patdégeno nas sementes e, de modo
geral, o tratamento bioldgico néo interferiu no potencial fisiolégico das sementes e
no desenvolvimento das plantulas. Conclui-se que apesar do efeito inibitorio in vitro
no desenvolvimento de S. sclerotiorum, os antagonistas ndo controlaram o patégeno

nas sementes, sugerindo a necessidade de ajustes na aplicagao do tratamento.

Palavras-chave: Mofo branco do feijoeiro; controle bioldgico; Clonostachys rosea,;

Trichoderma spp.; germinagao; vigor.
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Abstract

Common bean is affected by several phytopathogens, which influence grains quality
and yield. One of the main diseases of this crop is the white mold, which is caused by
Sclerotinia sclerotiorum. This fungus control involves several integrated measures,
including seed treatment with antagonistic microorganisms. This research aimed to
evaluate the effect of bean seed treatment with Clonostachys rosea and Trichoderma
spp. antagonists on the S. sclerotiorum incidence and their effect on the treated seed
physiological quality. The experiment started with an in vitro phase, in order to
evaluate the antagonists action on the pathogen growth. Both antagonists had an
inhibitory effect on the pathogen, on which C. rosea presented a higher suppressive
action. Then, the seeds were treated with antagonists and thiophanate methyl +
fluazinam fungicide. Untreated inoculated and untreated uninoculated seeds were
included in the experiment. Seed sanitary quality was evaluated with blotter test.
Aiming to evaluate the seed physiological quality, germination and vigor (first
germination count - PCG) tests were carried out. In order to evaluate the seed
treatments effect on seedling development, emergence speed index (IVE), root and
shoot length, as well as root and shoot fresh and dry mass were studied in
greenhouse experiments. The antagonists did not control the pathogen in the seeds.
In general, the biological treatment did not interfere either the seeds physiological
quality or in the seedlings development. It was concluded that despite the
antagonists in vitro inhibitory effect on S. sclerotiorum development, they suggesting

that adjustments in this treatment application are necessary.

Keywords: Bean white mold; biological control; Clonostachys rosea; Trichoderma

spp.; germination; vigor.

2.1Introdugao

O feijao é considerado a principal fonte de proteina de origem vegetal incluida
na dieta do brasileiro. O Brasil € considerado o maior produtor e consumidor de
feijdo, com produgado total, na safra 2019/2020 de 3,22 milhdes detoneladas
(CONAB, 2020). Devido o feijao ser produzido ao longo do ano, a ocorréncia de
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doencas € um dos principais fatores para a reducdo da sua produtividade, por
provocar a desuniformidade na germinacdo e perda da qualidade fisiolégica das
sementes (SAHARAN; MEHTA, 2008). Dentre os fitopatégenos de importancia
epidemiologica para o cultivo do feijoeiro, destaca-se o fungo S. sclerotiorum, agente
causal do mofo branco. Esse fungo € um dos mais devastadores e importantes
fitopatdogenos de plantas (SILVA; MORANDI, 2009).

O controle do mofo branco é considerado dificil em funcdo da auséncia de
cultivares resistentes e das caracteristicas de sobrevivéncia e disseminagdo do
fungo. Devido a essas dificuldades, tornam-se necessarias a adogao de varias
medidas de manejo para resultados eficientes e duradouros (JULIATTI et al., 2015).
Uma das medidas que pode ser incorporadas com sucesso ao manejo do mofo-
branco € o uso de agentes de biocontrole.

O controle biologico se tornou uma alternativa viavel, muitas vezes de baixo
custo e sustentavel. Os mecanismos das interagcdes antagOnicas baseiam-se na
morte do fitopatdgeno, através da competicdo, antibiose e parasitismo. Os agentes
de controle biolégico podem atuar por um ou mais mecanismos de ag¢ao, os quais
irdo conferir maior estabilidade para o manejo (HANDELSMAN; STABB, 1996; LIMA,
MARCO; FELIX, 2000; MESQUITA et al., 2017). Nessa perspectiva, o0s
microrganismos antagoénicos s&o alternativas promissoras para o controle de S.
sclerotiorum, além de poder, substituir ou reduzir o uso de produtos quimicos nas
lavouras (ALVES et al., 2020). O manejo de S. sclerotiorum por fungos antagonistas
€ relatado na literatura e muitos produtos comerciais a base de fungos séao
comercializados para esse fim, como Clonosnat®, Clonotri®, EndoFine®, dentre
outros a base de Clonostachys rosea, e Trichodermil®, Trichodel®, Trichol®, entre
outros, formulados com Trichoderma spp. (BETTIOL et al.,2012). Além disso, C.
rosea e varias especies de Trichoderma, quando associadas as plantas, estimulam o
crescimento vegetal, pela colonizagdoda rizosfera (GAVA; MENEZES, 2012),
melhora a solubilizagdo de nutrientes ao redor das raizes, facilitando a assimilagao
de substancias e agua pelas plantas (MENEZES et al., 2007).

Pesquisas relacionadas ao tratamento de sementes com agentes de
biocontrole, principalmente com C. rosea, ainda sao escassas, embora esse

antagonista ja tenha demonstrado o seu potencial no controle de patdégenos
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(SARAIVA et al., 2014). Os estudos envolvendo isolados de Trichoderma para o
controle de S. sclerotiorum tém aumentado significativamente, devido em alguns
casos, ter capacidade de inibir o crescimento do fungo e pela sua habilidade de
estimular o desenvolvimento das plantas (RESENDE et al., 2004; BROETTO et al.,
2014).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento
biolégico de sementes de feijdo com os antagonistas C. rosea e Trichoderma spp.
sobre a incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes e a qualidade fisiolégica das

sementes tratadas.
2.2 Material e Métodos
Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agronémicas,

Campus de Botucatu, SP, no Departamento de Proteg¢ao Vegetal.

Obtencao dos isolados de S.sclerotiorum, C. rosea, Trichoderma spp., e das

sementes de Phaseolus vulgaris L.

O patogeno e os antagonistas foram obtidos da cole¢do do Laboratorio de
Entomologia e Fitopatologia da Embrapa Meio Ambiente de Jaguariuna- SP. Os
esclerédios do patégeno foram depositados em meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA) contido em placa de Petrie mantidos em camara de incubacéo (BOD) a
25°C, no escuro, por sete dias, para o crescimento micelial do patdégeno. Os
antagonistas foram reativados em meio de cultura BDA e mantidos em BOD a 25 °C
com fotoperiodo de 12 horas. As sementes de feijao foram obtidas do produtor rural,

da regiao de Piraju. Sementes estas, nao receberam nenhum tipo de tratamento.

Antagonismo de C. rosea e Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum via

pareamento, in vitro

O teste de antagonismo in vitro foi baseado no método de confronto direto
proposto por Dennis e Webster (1971), no qual discos de micélio de 0,5 cm de
didmetro foram retirados das colb6nias de sete dias de idade, tanto do patégeno

quanto dos antagonistas, e dispostos em sentidos opostos em placa de Petri
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contendo meio BDA, a 0,5 cm da borda das placas. Trés tratamentos foram incluidos
para fins de comparacgao da atividade antagonista: apenas S. sclerotiorum, apenas
C. rosea, e apenas Trichoderma spp., sendo depositados, em cada tratamento,
apenas um disco de 0,5 cm de didmetro com crescimento fungico no centro das
placas contendo BDA. As placas foram mantidas por cinco dias em BOD, a 25°C,
com fotoperiodo de 12 horas.

O experimento foi realizado duas vezes (Ensaios 1 e 2), nas mesmas
condic¢des, sendo conduzidos no delineamento inteiramente casualizado, com cinco

tratamentos e dez repeticdes, sendo cada placa de petri considerada uma repeticao.

Aos quatorze dias de instalacdo do teste, o crescimento foi avaliado de
acordo com o critério de Bell et al (1982), adaptado por Santos et al. (2012), por

meio de escala de notas com valores variando de 1 a 5, onde:
NOTA 1- sobreposigao do antagonista, que colonizou toda a superficie do meio.

NOTA 2- sobreposigdo do antagonista, que colonizou pelo menos 2/3 da superficie

do meio.

NOTA 3- Antagonista e patégeno crescem até a metade da placa de Petri (nenhum

domina o outro).

NOTA 4- o patdégeno colonizou ao menos 2/3 da superficie do meio, sem
sobreposi¢ao do antagonista.

NOTA 5- sobreposigao do patdogeno que colonizou toda a superficie do meio.

Os dados obtidos apresentaram normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov
e as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks a 5% de

probabilidade.
Preparo da suspensao de C. rosea e Trichoderma spp.

O in6culo dos isolados de Clonostachys rosea e Trichoderma spp. foi obtido
pelo método de graos de arroz colonizado proposto por Amusa; Okechukwu;
Akinfenwa (2007). Em erlenmeyers de 500 mL, foram adicionados 250g de arroz e
50 mL de agua destilada, sendo autoclavados a 120°C e 1 atm de pressao, por meia
hora. Apos o resfriamento, em frascos distintos, foram adicionados cinco discos de
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meio de cultura contendo as estruturas propagativas do Clonostachys rosea e
Trichoderma spp. Os erlenmeyers foram colocados em camara BOD a 25°C * 2 °C,
fotoperiodo de doze horas, para a colonizagdo dos graos de arroz. Ao terceiro dia
apos a adicdo dos discos, os frascos foram agitados diariamente manualmente.
Apés a colonizagdo total, os graos de arroz foram triturados com agua destilada
esterilizada e, com o auxilio de gaze esterilizada, foi feita a separagao do arroz e o

meio liquido.

Tratamento de sementes de feijoeiro infectadas por S. sclerotiorum com C.
rosea e Trichoderma spp. Efeito na qualidade sanitaria e fisiolégica das

sementes.

Para a obtencdo de sementes infectadas por S. sclerotiorum, o patéogeno foi
repicado para placas de Petri com meio de cultura BDA acrescido de manitol, no
potencial hidrico de -1,0 MPa (73,77g/L) pela féormula de Van’tHoff (SALISBURY;
ROSS, 1991) e incubado a 25°C. Apods sete dias, sementes de feijdo previamente
desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sodio a 2% por um minuto foram
distribuidas sobre a col6nia fungica e mantidas em contato com o in6culo por 24
horas em BOD a 25°C. Foi realizado o mesmo procedimento com sementes de feijao
dispostas sobre o meio BDA acrescido de manitol sem a presenca do patdgeno.
Apds a inoculacdo, as sementes foram novamente desinfestadas superficialmente e
secas. As sementes inoculadas e sadias foram misturadas, de forma a se obter um

lote de trabalho com 20% de infecgao.

Para o tratamento biolégico das sementes com C. rosea e Trichoderma spp,
as suspensdes dos antagonistas foram obtidas pelo método de grdos de arroz
colonizados, como descrito anteriormente. As sementes de feijao foram colocadas
em frascos de 500 mL (400 sementes por recipiente), aos quais foram
acrescentadas, individualmente, as suspensdes dos antagonistas (10 mL de cada
suspensao para 400 sementes). Os frascos de Duran foram agitados manualmente
para uma maior cobertura das sementes. Paras os tratamentos controle, foram
avaliadas sementes tratadas com o fungicida Certeza®, a base de tiofanato metilico
+ fluazinam (imers&o em solugdo a concentragdo de 750ppm); sementes inoculadas

e sementes ndo inoculadas, ambas imersas apenas em agua destilada. As
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sementes foram incubadas a 25°C, sem fotoperiodo, por 12 horas, € secas em
temperatura ambiente por 24 horas.

Avaliacao da sanidade das sementes

Para avaliar a incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes, foi utilizado o
método do papel filtro (BRASIL, 2009). As sementes foram dispostas em placas de
petri contendo trés folhas de papel filtro previamente umedecidas em aguadestilada
e incubadas a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas sob luz branca
fluorescente. Apds sete dias de incubagéo, foi avaliada a incidéncia do patégeno (%
de sementes com o fungo) com auxilio de um microscopio estereoscépico. A
identificacdo do patdégeno foi comprovada pela confecgdo de laminas e observagao

em micorscopio 6tico comum.

O experimento foi realizado duas vezes (Ensaios 1 e 2), nas mesmas
condigdes, sendo conduzidos no delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e sete repetigbes, sendo a parcela experimental

constituida por uma placa de Petri contendo dez sementes de feijao.

Os dados de incidéncia apresentaram normalidade pelo teste Kolmogorov-
Smirnove e as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks a
5% de probabilidade.

Avaliagao do potencial fisiolégico das sementes

O efeito do tratamento das sementes de feijdo com os fungos antagonistas
sobre o potencial fisiologico das sementes foi determinado pelo teste de germinagéao
e através dos testes de vigor: primeira contagem de germinagdo e indice de

velocidade de emergéncia, conforme descrito a seguir.

Germinagdo e Primeira contagem de germinacdo (PCG): Teste realizado
conforme a técnica do rolo de papel (RP), tendo-se o papel de germinagdo como
substrato. As folhas de germinagao foram pré-umedecidas com o volume de agua
destilada equivalente a 2,5 vezes o peso seco das folhas. Cinquenta sementes de
feijao foram distribuidas sobre duas folhas de germinagao, posteriormente cobertas

com uma terceira folha e embrulhadas em forma de rolos. Os rolos foram colocados
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dentro de saco plastico esterilizado com alcool a 70% e mantidos em BOD a 25°C
com fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes foram realizadas aos cinco (primeira
contagem de germinagao) (NAKAGAWA, 1999) e aos nove (germinacao) dias apos
a semeadura, computando-se a porcentagem de plantulas normais para cada
tratamento (BRASIL, 2009).

O ensaio do potencial fisiolégico das sementes foi realizado duas vezes
(Ensaios 1 e 2), nas mesmas condigbes, sendo conduzidosem delineamento
experimental inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticdes
em cada teste. Para as variaveis cujos resultados ndo apresentaram normalidade,
as medianas foram comparadas Kruskal-Wallis Ranks, a 5% de probabilidade e,
quando os dados apresentaram normalidade, as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

indice de velocidade de emergéncia (IVE): O experimento foi conduzido em
casa de vegetagcdao em vasos contendo substrato esterilizado, sendo semeadas trés
sementes por vaso. Foi contabilizado o numero de plantulas normais emergidas até
a estabilizagdo da emergéncia, que ocorreu aos trinta dias da instalagdo. De acordo
com o numero de plantulas emergidas, foi calculado o IVE, usando a seguinte

férmula:

WVE=Er+Ex+..+En
Ni+ N2+ ...+ Nn
Onde: E4, Ey, ..., En = n° de plantulas emergidas, computadas na primeira, segunda,
..., ultima contagem. N, Na,...,N, =n° de dias decorridos da semeadura até a
primeira, segunda,..., ultima contagem (BRASIL, 2009).

O experimento de IVE foi realizado duas vezes (Ensaios 1 e 2), nas mesmas
condigbes, sendo conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e dez repeticdes. A parcela experimental foi
constituida por um vaso com trés sementes. Os dados de IVE n&o apresentaram
normalidade e as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks a
5% de probabilidade.

Ao final do teste de emergéncia, foram medidos o comprimento da parte

aérea e da raiz; massa fresca e seca da parte aérea e raiz das trés plantas por
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parcela, sendo considerado o valor médio das afericbes. Os resultados de
comprimento da parte aérea e da raiz apresentaram normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov. No ensaio 1, a analise de variancia foi significativa e as
médias foram comparadas pelo teste de Fisher LSD, a 5% de probabilidade; no

ensaio 2, a analise de variancia foi n&o significativa.
2.3 Resultados e Discussao
Efeito in vitro de antagonistas sobre S. sclerotiorum

No teste de acgédo in vitro dos antagonistas sobre o patdogeno, as testemunhas
apresentaram o crescimento micelial por toda a placa, comprovando a viabilidade
das colbnias (Tabela 1). A inibicdo do crescimento de S. sclerotiorum por C. rosea foi
superior aquela observada com Trichoderma spp., em ambos 0s ensaios. C. rosea &
capaz de produzir peptideos antibidticos, provenientes de seu metabolismo
secundario (RODRIGUEZ et al., 2011), que paralisam o crescimento micelial do
fitopatogeno, além de provocar a lise nas células das hifas (VITERBO et al., 2007).

Tabela 1 — Notas (escala de Bell, adaptado por Santos et al. (2012)) atribuidas a acao
in vitro dos antagonistas Clonostachys rosea e Trichoderma spp. sobre Sclerotinia
sclerotiorum, avaliadas aos quatorze dias apos o pareamento.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos
Mediana Mediana
Somente S. sclerotiorum 5,00 a 5,00 a
Somente C. rosea 1,00d 1,00d
S. sclerotiorum x C. rosea 3,00b 3,00b
Somente Trichoderma spp. 1,00 d 1,00 d
S. sclerotiorum x Trichoderma spp. 2,00 c 2,00c

Em cada ensaio:

a, b, ...—medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks (P>0,05).

A inibicdo do crescimento micelial do fitopatdgeno é um indicativo da agéo
antimicrobiana dos antagonistas. Os agentes de controle biologico podem atuar por

um ou mais mecanismos de acio, dentre os quais, pode-se citar a antibiose e o
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hiperparasitismo. A antibiose € um mecanismo com efeito danoso sobre o patogeno,
resultando na reducdo ou paralisacdo do crescimento micelial deste (REIS, 2014).
Segundo Carvalho (2016), alguns antagonistas inibem o crescimento dos isolados
patogénicos pela liberacdo de substancias téxicas, na forma de metabdlitos
secundarios, como antibidtico e enzimas liticas que degradam a parede celular,
consequentemente, resultando na supressdo da doenga. Os antagonistas fungicos
também podem parasitar as estruturas do patégeno por meio da penetragdo das
hifas e colonizagdo dessas estruturas. Deste modo, os agentes biolégicos atuam
diretamente sobre o in6culo do patégeno, reduzindo a severidade da doenga. Os
organismos antagonistas parasitas de patdogenos sdo denominados de
hiperparasitas. Em trabalho com isolados de Trichoderma spp. contra S. sclerotiorum
e Fusarium solani, Louzada et al. (2009), através da eletromicrografia de varredura,
verificaram a interagao entre o antagonista e os patdogenos, ao observarem hifas de
Trichoderma spp. penetrando e se enrolando em hifa de F. solani e no aglomerado

de hifas de S. sclerotiorum sendo parasitados por uma hifa de Trichoderma spp.

Por meio da técnica de confronto direto, Ethur (2006) classificou como
“eficientes” os isolados de Trichoderma spp. que apresentaram notas variando de
2,0 a 2,5 e “muito eficientes” aqueles com notas de 1,0 a 1,5. De acordo com esse
critério, o isolado de Trichoderma spp. empregado no presente trabalho seria
considerado eficiente no controle de S. sclerotiorum. Trichoderma spp. € capaz de
produzir enzimas hidroliticas, como a quitinase, que degradam a parede celular dos
fungos, inibindo assim seu desenvolvimento (GEBAUER, 2020; GRUBER, 2012).

Esse experimento foi conduzido com o objetivo de verificar e comprovar a
acao dos antagonistas sobre S. sclerotiorum, para serem posteriormente
empregados no tratamento das sementes. Os resultados obtidos nos dois ensaios
demonstraram o potencial de agdo dos antagonistas sobre o patdgeno. Costa;
Morandi e Silva (2009), ao avaliar a capacidade de trés isolados de Trichoderma
spp. € um isolado de C. rosea, utilizando uma suspensao de conidios de 2 mL do
filtrado antagdnico sobre o desenvolvimento de S. sclerotiorum, verificaram a agao

inibitoria do crescimento micelial do patdégeno pelos antagonistas.
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Tratamento de sementes de feijoeiro infectadas por S. sclerotiorum com
antagonistas - efeito na qualidade sanitaria e fisiologica das sementes

O tratamento fungicida reduziu a incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes,
chegando a controlar o fungo em 100% em ambos os ensaios (tabela 2). O
componente fluazinam possui agao protetora, com baixa atividade sistémica e
curativa, constatando atuagdo direta sobre a respiracdo do fungo, inibindo a
fosforilagdo oxidativa (MEYER et al., 2018). Batista et al.(2014), ao avaliar a
aplicacdo do fungicida a base de fluazinam + tiofanato metilico, verificaram a
eficiéncia do produto em controlar S. sclerotiorum em sementes de soja inoculadas,
demonstrando os melhores resultados quando comparados aos demais fungicidas
empregados. O tratamento com Trichoderma spp. ndo controlou o patégeno nas
sementes, possivelmente devido ao efeito da dosagem empregada no experimento,
pois é sabido que Trichoderma spp. possui capacidade de produzir metabdlitos,
como toxinas e enzimas liticas, que ao entrarem em contato com o patégeno,
controlam o seu desenvolvimento (MACHADO et al., 2012). Os resultados obtidos
no presente experimento discordam dos obtidos por Barreto (2018), que observou a
diminuicdo em 99% da incidéncia de Fusarium spp. nas sementes de feijdo-fava
tratadas com Trichoderma spp. e em 59% com o uso do produto Trichodel® . Da
mesma maneira, Carvalho et al. (2011b) observaram redugcédo em até 51% da
incidéncia de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli nas sementes de feijao tratadas
com Trichoderma spp.. Em ambos os ensaios do presente trabalho, as sementes
tratadas com C. rosea apresentaram a maior incidéncia do patdégeno, muito superior
aquela observada nas sementes inoculadas. O efeito negativo do C. rosea sobre a
incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes pode estar correlacionada com a
quantidade de esporos viaveis na inoculacdo ou com a eficiéncia do isolado.
Carvalho et al. (2011b) enfatizaram que, ainda que o efeito negativo com o uso de
antagonista seja raro, quando ocorrem, estes podem estar relacionados com a

concentracao ou o isolado utilizados.
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Tabela 2 - Incidéncia (%) de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de feijoeiro
tratadas com Clonostachys rosea, Trichoderma spp.e fungicida tiofanato metilico +
fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos

Mediana Mediana
Sementes ndo inoculadas nao tratadas 0,00 c 20,00 b
Sementes inoculadas nao tratadas 20,00 b 20,00 b
Sementes tratadas com C. rosea 100,00 a 100,00 a
Sementes tratadas com Trichoderma spp. 20,00 b 20,00 b
Sementes tratadas com Fungicida 0,00 c 0,00 c

Em cada ensaio:

a, b, c... - medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05);

Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos para germinagao e
primeira contagem da germinagao (PCG) das sementes de feijao no ensaio 1 (tabela
3). No ensaio 2, verificou-se diferenga apenas na germinagéao das sementes tratadas
com C. rosea e sementes ndo inoculadas n&o tratadas, tendo o antagonista
proporcionado menor germinagao que esta testemunha. Assim, infere-se que C.
rosea produz diversos compostos e enzimas fitotoxicas no controle do patégeno
(GEBAUER, 2020), e alguma dessas substancias liberadas pelo tempo de
inoculagao pode ter ocasionado a redugédo da germinagao das sementes de feijao.
Os demais tratamentos ndo diferiram destes e entre si. Os tratamentos de sementes
com fungicida e Trichoderma spp. nao interferiram no potencial de germinacao e
primeira contagem de germinagdo das plantulas de feijdo. Rezende (2011),
avaliando a eficiéncia de diferentes produtos a base de Trichoderma spp. no controle
da podridao branca da haste da soja, verificou que os tratamentos com Trichoderma
spp. e com fungicida a base de fluazinam nao interferiram no vigor e germinagéo

das sementes de soja.
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Tabela 3 - Primeira contagem de germinag¢ao (PCG) e germinacao (G) de sementes de
feijoeiro tratadas com Clonostachys rosea, Trichoderma spp.e fungicida tiofanato

metilico + fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos PCG G PCG G
Mediana' Mediana® Média® Média®

Sementes ndo inoculadas nao tratadas 41,0 410a 615a 62,5 a
Sementes inoculadas nao tratadas 39,0 410a 33,5ab 33,5ab

Sementes tratadas com C. Rosea 26,0 28,0a 240D 250b
Sementes tratad::pcom Trichoderma 32.0 330a 31.0ab 32,5 ab
Sementes tratadas com Fungicida 37,0 43,0a 35,5ab 42.0 ab

Em cada ensaio:

'analise de variancia ndo significativa

2a, b, c... — medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks (P>0,05)
3a, b, ... — médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05);

Com relagdo ao indice de velocidade de emergéncia (IVE), ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos nos dois ensaios (tabela 4). O tratamento
bioldgico e o quimico nao interferiram no indice de velocidade de emergéncia das
plantulas. Conforme Melo (1996) e Bortolin et al. (2019), a capacidade dos agentes
de biocontrole em proporcionar beneficios no processo de germinagdo das
sementes e emergéncia das plantas esta relacionada com a produgédo de horménios
e vitaminas, bem como a conversio de nutrientes minerais uteis as plantas. Lustosa
et al. (2020), ao avaliarem o efeito da microbiolizagdo das sementes com
Trichoderma spp. na qualidade fisiolégica e no desenvolvimento de mudas de
mogno africano, verificaram que ndo houve influéncia do tratamento das sementes
sobre o IVE. De acordo com os autores, os resultados obtidos foram positivos, uma
vez que o uso de Trichoderma spp. na semente proporcionou aumentos na altura e

no numero de foliolos das plantas de mogno africano.
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Tabela 4 — indice de velocidade de emergéncia de plantulas de feijoeiro provenientes
de sementes submetidas ao tratamento com Clonostachys rosea, Trichoderma spp.e
fungicida tiofanato metilico + fluazinam.

Mediana
Tratamentos

Ensaio 1 Ensaio 2
Sementes n&o inoculadas nao tratadas 0,55 a 0,45 a
Sementes inoculadas ndo tratadas 0,38 a 0,52 a
Sementes tratadas com C. Rosea 0,40 a 0,34 a
Sementes tratadas com Trichoderma spp. 0,40 a 0,42 a
Sementes tratadas com Fungicida 0,53 a 0,40 a

Em cada ensaio:

a— medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis Ranks (P>0,05).

N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos quanto ao
comprimento radicular no ensaio 1 e 2. Com relagdo ao comprimento da parte aérea
das plantulas no ensaio 1, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos com
fungicida e C. rosea, entretanto, estes tratamentos diferiram das testemunhas e do
tratamento com Trichoderma spp. (tabela 5). Quanto & massa fresca e seca da
parte aérea e da raiz ndo houve diferenga signifcativa entre os tratamentos (tabela
6). De acordo com Carvalho et al. (2011b) o n&o incremento no crescimento das
plantas pela aplicagdo de antagonistas, pode estar associado a dose utilizada; o
prério isolado e seu comportamento no solo/substrato; e com o fitopatdgeno. Mertz;
Henning e Zimmer (2009), ao avaliarem a eficacia do tratamento de sementes de
soja com bioprotetores e fungicidas quimicos na sanidade de sementes e
emergéncia de plantas, nao verificaram diferenca estatistica na estatura de plantas
originadas de sementes tratadas com Biotrich® (Trichoderma spp.), Bacillus
pumiluse os fungicidas carbendazin + thiram, carboxin + thiram e difenoconazole +
metalaxyl. No presente estudo, o tratamento de sementes com o C. roseae
Trichoderma spp. nao proporcionaram aumento no desenvolvimento das plantulas,
conforme observado também por Hoyos-Carvajal; Orduz e Bisset (2009), ao analisar
o efeito de sete isolados de T. harzianum sobre o crescimento de plantulas de feijao,
e por Carvalho et al. (2011a), ao avaliar cinco isolados de T.harzianum no manejo de

Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli nas sementes.
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Tabela 5 — Comprimento da parte aérea (CPA) e radicular (CPR) de plantulas de
feijoeiro provenientes de sementes submetidas ao tratamento com Clonostachys
rosea, Trichoderma spp.e fungicida tiofanato metilico + fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamentos CPA' CPR' CPA? CPR?
(cm) (cm) (cm) (cm)
Sementes Nao Inoculadas Nao 11,08 b 2552 a 11,52 26,65

Tratadas

Sementes Inoculadas Nao Tratadas 11,07 b 25,77 a 14,80 29,58
Sementes tratadas com C. rosea 14,47 a 33,83 a 12,68 30,82
Sementes tratad::pcom Trichoderma 10,52 b 27.93 a 14,70 34.33
Sementes tratadas com Fungicida 14,43 a 35,67 a 14,68 29,35

Em cada ensaio:

'Variaveis cujos resultados apresentaram normalidade emédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Fisher LSD (P>0,05);

%variaveis cujos resultados apresentaram normalidade e a analise de variancia foi ndo significativa

Conforme observado nas tabelas 3, 4, 5 e 6, os antagonistas nao interferiram
no desenvolvimento das plantulas, nem positivamente, nem negativamente. O
comportamento dos antagonistas foi diferente do observado por Rezende (2011),
que descreveu que esses antagonistas exercem efeito sobre o desenvolvimento de
plantulas pela produgdo de fitohorménios reguladores de crescimento, como as
auxinas, giberelinas, citocininas e etileno, que favorecem o aumento do indice de
velocidade de germinacdo das sementes e acumulo de massa seca de parte aérea

das plantas.
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Tabela 6 — Massa fresca aérea (MFA), Massa seca aérea (MSA), massa fresca radicular
(MFR) e massa seca radicular (MSR) de plantulas de feijoeiro provenientes de
sementes submetidas ao tratamento com Clonostachys rosea, Trichoderma spp. e
fungicida tiofanato metilico +fluazinam.

Ensaio 1 Ensaio 2

Tratamentos
MFA"  MSA' MFR' MSR' MFA' MSA?  MFR' MSR’

(9 (9 (9 (9 (9 (9) (9 (9

Sementes Nao
Inoculadas Ndo 2,67 0,32 5,25 0,28 2,55 0,30 a’ 5,34 0,37
Tratadas

Sementes
Inoculadas Ndo 2,55 0,30 5,30 0,33 3,17 0,40 a 5,78 0,33
Tratadas

Sementes
tratadas com 3,27 0,42 5,27 0,38 2,65 0,35a 5,30 0,35
C. Rosea

Sementes
tratadas com
Trichoderma

spp.

3,02 0,35 5,03 0,37 3,63 0,45 a 5,77 0,33

Sementes
tratadas com 3,13 0,42 5,10 0,30 3,65 0,60 a 6,25 0,47
Fungicida

Em cada ensaio:
1 . . . A e
variaveis cujos resultados apresentaram normalidade e a analise de variancia foi ndo significativa

20 . . = . . . -
variavel cujos resultados ndo apresentaram normalidade e medianas seguidas de mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05);

Para o tratamento com agentes de biocontrole ser considerado um método
viavel, é preciso que estes consigam controlar os possiveis fitopatdbgenos
associados as sementes, além de nao prejudicar o potencial fisiolégico das mesmas.
Os resultados obtidos neste trabalho revelam o potencial antagénico do Trichoderma
spp. e C. rosea sobre S. sclerotiorum in vitro. De maneira geral, pode-se concluir que
o tratamento biolégico nao interferiu no potencial fisiolégico das sementes e no
desenvolvimento das plantulas. Entretanto, os antagonistas nao controlaram o
patégeno nas sementes, sugerindo a necessidade de ajustes na aplicagdo do

tratamento.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O tratamento de sementes com produtos quimicos ainda € uma medida
bastante eficaz e utilizada no manejo de fitopatdégenos de sementes. Com o intuito
de diminuir os efeitos negativos do uso dos produtos fitossanitarios, como a
contaminagdo humana e ambiental, e intensificar a produgcao de alimentos livres de
produtos sintéticos e de melhor qualidade, o controle alternativo vem sendo cada
vez mais pesquisado para compor o manejo integrado de doengas de plantas.
Acerca disso, 0 uso de produtos naturais, como os 6leos essenciais e de agentes de
biocontrole no tratamento de sementes tem sido cada vez mais investigado,

constatando-se o efeito positivo no controle de patégenos.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que os 6leos essenciais de
cravo-da-india e pimenta-preta tém efeito antifungico sobre S. sclerotiorum, porém,
mais estudos sdo necessarios para melhorar a eficiéncia do tratamento no que diz
respeito ao potencial fisiolégico. Com relagdo ao tratamento bioldgico, apesar do
efeito inibitorio in vitro, os antagonistas ndo controlaram o patégeno nas sementes,
sugerindo a necessidade de ajustes na aplicagdo do tratamento, uma vez que os

efeitos no potencial fisiologico foram satisfatorios.
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